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1 UVOD 
 
Priljubljenost nageljnov sega daleč v zgodovino in ljudje jih zelo cenijo. Po literaturnih 
podatkih je bila cvetlica priljubljena že v stari Angliji v času Normanov, kjer so začeli 
saditi vrtni nagelj (Dianthus carnophyllus). Njena popularnost se je razcvetela v 17. 
stoletju, proti koncu 18. stoletja so začeli žlahtniti nove sorte obrobljenih nageljnov, zato se 
je zanimanje zanje spet povečalo. Njena priljubljenost je ponovno porasla v 19. stoletju, ko 
so s pomočjo žlahtnjenja, svetu predstavili nageljne, ki cvetijo večkrat na leto (Bird, 1994).  
 
Nageljni (nageljčki oz. klinčki) spadajo v veliko družino kličnic (Caryophyllaceae) in 
poddružino Silenoideae ter rod Dianthus, kar po grško pomeni božanski cvet (dios= 
božanski, anthos= cvet). V tem rodu je znanih okoli 300 vrst, katere najdemo predvsem v 
gorovjih Azije, Afrike in Evrope (Heywood in sod., 1995). V Sloveniji uspeva 14 
samoniklih vrst in najbolj znani gojeni gorenjski nagelj (Dianthus sp). Dandanes ga ljudje 
zamenjujejo s švicarskim nageljnom, razlikujeta se po tem, da ima švicarski hitrejšo in 
bujnejšo rast, večje liste, temno rdeče cvetove in večjo odpornost na bolezni. 
 
1.1 NAMEN DIPLOMSKEGA DELA  
 
Namen dela je bil v in vitro razmerah iz nodijskih in listnih izsečkov vegetativno 
razmnožiti gorenjski nagelj (Dianthus sp.) in ugotoviti, katera kombinacija dodanih 
hormonov v MS gojišču (Murashige in Skoog, 1962) najbolj vzpodbudi odzivnost oziroma 
regeneracijo izsečkov ter koreninjenje nastalih poganjkov. 
 
1.2 DELOVNA HIPOTEZA 
 
Predpostavljali smo, da bo razkužilo dikloroizocianurna kislina uspešno uničila prisotne 
glive in bakterije ter da bomo pridobili aseptično kulturo gorenjskega nageljna, ki bo 
odzivna na MS gojišču in ob dodatku izbranih hormonov.  
Pričakovali smo tudi: 
- da bo na izbranih gojiščih odzivnost, tako listnih kot nodijskih izsečkov, 
- da bodo nodijski izsečki, ker imajo prisoten meristem imeli boljšo regeneracijo v 
primerjavi z listnimi izsečki, 
- da bo odzivnost nodijskih izsečkov uspešna, saj bi v nadaljevanju iz teh meristemskih 
zametkov lahko vzgojili brezvirusne rastline, zato smo poskušali to fazo dela 
optimizirati in 
- da bodo nastali poganjki vitalni ter tako primerni za naslednjo fazo mikropropagacije, 
t.j. koreninjenje. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ZNAČILNOSTI DRUŽINE Caryophyllaceae – KLINČNICE 
 
Za to družino so značilne predvsem enoletnice, večletnice in zelnate rastline, z značilnimi 
nasprotnimi listi, pogosto nameščenimi na nabreklih kolencih, ki jih pokrivajo z nožnicami 
svojih pecljev, ti so pa nameščeni v isti transverzalni črti. Cvetovi so razdeljeni na 4 ali 5 
delov, so mnogokrat zelo presenetljivi in lepi. Čaša cveta ovija popolnoma zrel plod. Za 
družino klinčnic je značilno številno semenje, razporejeno v dveh ali več vrstah ob 
majhnem osrednjem stebričku v enopredalasti plodnici. Stebla imajo izrazito kolenčasta z 
enostavno razrastjo, pogosto blazinasto ali grmičasto, pokončno kipečo, poleglo, plazečo 
ali vzpenjavo. Cvetno odevalo je večinoma dvojno, le redko enojno. Čašni listi so lahko 
prosti, zrasli na dnu, ali prosto zrasli v čašni cevi. Venčne liste imajo zelo majhne, lahko 
jih pa tudi ne opazimo. Ti so enostavni (celi), globoko dvokrpi, večkrpi ali z zoženim 
dnom in z razširjenim vrhnjim delom s privenčkom ali brez. Imajo od 5 do 10 prašnikov. 
Njihov plod je večinoma mnogosemenska glavica, redkeje orešek ali jagoda. Klinčnice 
lahko tvorijo antocianine (vodotopne snovi, ki dajo cvetovom rdečkaste, vijolične ali 
modre barvne odtenke) in saponine (snovi, ki se v vodi penijo) (Martinčič in sod., 2007; 
Klinčnice, 2016). 
 
Družino sestavlja približno 80 rodov z več kot 2200 vrstami. Za človeka so razmeroma 
nepomembna družina, pretežno se jih goji v okrasne namene (na primer klinčki - 
nageljčki), njihove saponinske ekstrakte se uporablja v kozmetiki in nekaj predstavnikov 
vsebuje tudi zdravilne učinkovine. Iz divje rastočih vrst so vrtnarji in žlahtnitelji skozi 
tisočletja vzgojili nešteto okrasnih eno- ali večbarvnih vrst, ki krasijo domove, cvetlične 
grede v vrtovih, parkih in mestnih nasadih. Večji del klinčnic izvira iz sredozemskih 
predelov, vendar jih najdemo tudi v zmerno toplih pokrajinah severne poloble. Nekaj 
rodov uspeva južno od ekvatorja ali visoko v tropskih gorah. Večina teh rastlin uspeva v 
suhih in sončnih predelih (prerije, svetli gozdovi in puščave) in nekatere od njih so zelo 
razširjene, pogosto so pravi pleveli. Družina ima tudi poddružine, s sledečimi lastnostmi 
(Heywood in sod., 1995; Martinčič in sod., 2007): 
 Alsinoideae: čašni listi se ne oblikujejo, 
 Silenoideae: čašni listi so zrasli in 
 Paronychioideae: čašni listi se ne oblikujejo, listi imajo priliste  
 
2.2 BOTANIČNA UVRTITEV IN OPIS NAGELJNA Diatnhus sp. 
 
DRUŽINA: Caryophyllaceae (klinčnice) 
RED: Caryophyllales (klinčkovec) 
RAZRED: Eudicots (dvokaličnice) 
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DEBLO: Eudicots (dvokaličnice) 
KRALJESTVO: Plantae (rastline) 
ROD: Dianthus (nagelj) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Predstavniki družine Caryophyllaceae: levo – vrtni nagelj (Diatnhus caryophyllus) (Paint ..., 2017); 
sredina zgoraj – peresasti nagelj (Dianthus plumarius) (Dianthus …, 2019); sredina spodaj – deltasti nagelj 
(Dianthus deltoides) (LSU …, 2019); desno – brkati nagelj (Dianthus barbatus) (Sweet William, 2004). 
 
Vrtni nagelj (Dianthus caryophyllus) (slika 1 – levo) so začeli gojiti v Angliji že v 
normanskih časih. Vrtni in peresasti nagelj (Dianthus plumarius) (slika 1 – sredina zgoraj) 
sta zelo heterogeni starševski vrsti sodobnih nageljnov in klinčkov kateri so bili v 16. 
stoletju razdeljeni v dve skupini: obrobni nageljni in staromodni klinčki. Njihova 
priljubljenost je prišla najbolj do izraza v 17. stoletju, proti koncu 18. stoletja se je s 
pojavom novih sort obrobljenih klinčkov zanimanje zanje še povečalo. Proti koncu 19. 
stoletja so se pojavili nageljni, ki cvetijo večkrat na leto in to so predniki trajno cvetočih 
nageljnov. Njihova priljubljenost se je stopnjevala in tudi v 20. stoletju se ni zmanjšala. 
Nasprotno, s pojavom slovitih Allwoodovih klinčkov, ki jih je uvedel Montagu Allwood se 
je začelo obdobje nove generacije klinčkov. Žlahtnitelji in gojitelji so po tem obdobju 
požlahtnili veliko znanih sort, ki so razvrščene v številne skupine nageljnov (Bird, 1994). 
Največja biotska raznovrstnost rodu Dianthus je v južnem Sredozemlju in največ vrst 
nageljnov se nahaja v jugovzhodnih Evropskih državah (Tanaka in sod., 2009).  
 
Nagelj je zelo privlačen z veliko zanimivimi lastnostmi, zaradi katerih je kljub velikemu 
številu vrst drugega okrasnega cvetja tržno zanimiv, tako za gojitelje kot kupce. Odlikujejo 
ga številne prednosti: velika naravna in sortna pestrost, raznolika obarvanost in oblika 
cvetov, vonj, dolgotrajnost cvetenja in obstojnost rezanega cvetja ter dobro prenašanje 
transporta. Po letu 1980 se je pridelava nageljnov iz držav, ki so bile do takrat največje 
pridelovalke: Amerika, Nemčija in Japonska, preselilo v dežele, kjer je njihova pridelava 
cenejša. Trenutno so največje pridelovalke: Nizozemska, Anglija, Kolumbija, Turčija 
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Kenija, Maroko in Etopija (CBI, 2017). Nageljne za prodajo se razmnožuje vegetativno s 
potaknjenci iz brezvirusnih matičnih rastlin. Za sajenje se uporablja le zdrave in 
kakovostne potaknjence (Ball, 1997). 
 
Nageljni so ena izmed zelo razširjenih okrasno komercialnih vrst rastlin, njihovo število na 
svetu obsega več kot 50 tržno zanimivih vrst. Med sabo se najbolj razlikujejo po velikosti, 
času rasti, odpornosti na zunanje dejavnike in tolerantnosti na bolezni in škodljivce ter 
obliki, barvi in številu cvetov. V Sloveniji se po vrtovih in okrasnih gredicah najpogosteje 
gojijo sorte 5 do 7 vrst, ki so zelo prilagojene na rastne razmere in odporne oz. tolerantne 
na bolezni. V cvetličnih lončkih in koritih se na okenskih policah in balkonih v 
severozahodni Sloveniji tradicionalno pojavljata gorenjski in švicarski nagelj, ki se 
razlikujeta v nekaterih podrobnostih, te pa so prepoznavne samo poznavalcem. 
 
V osnovi so vsi nageljni in klinčki trajnice, vendar nekatere v naših klimatskih razmerah 
gojimo kot enoletnice. Te vsako leto vzgojijo iz semena, po cvetenju pa jih zavržejo, 
podobno kot druge prekrovne rastline. S trajno cvetočimi nageljni delijo lastnost, da cvetijo 
od julija do prvih zmrzali, z obrobnimi nageljni pa, da jih lahko gojimo na prostem. Doba 
njihove uporabnosti je kratka in; kot rezano cvetje so v vodi manj obstojni od drugih vrst 
(Bird, 1994). 
 
2.2.1 Vrtni nagelj (Dianthus caryophyllus) 
 
Sorte vrtnega nageljna spadajo med komercialno pomembne, saj njihova robustna rast in 
lepota rdečih do rožnatih cvetov ter dolgotrajno spomladansko cvetenje, ki se podaljša v 
poletje privabijo mnoge kupce. Zaradi položaja, nazobčanih koncev in oblike cvetov dobro 
prenaša dež (slika 1 - levo). Raste v bogatih humoznih tleh, v rastlinjakih, toplih gredah ali 
na prostem od februarja do maja, ko začne cveteti. Doseže velikost od 30 do 60 cm, barva 
listov je pretežno zelena, cvetovi pa lahko variirajo tudi od različnih odtenkov roza do bele 
barve. Za kakovostnejšo rast, je primernejša sončna lega (Vrtnarstvo Breskvar, 2006). 
 
2.2.2 Peresasti nagelj (Diatnhus plumarius) 
 
Peresasti nagelj je zelnata trajnica, ki zraste od 20 do 30 cm visoko, izjemoma do 40 cm. 
Stebla so modrozelena in štirioglata. Listi so ozki, suličasti lahko tudi črtalasti (slika 1 – 
sredina zgoraj), široki od 1 do 4 mm. Konica lista je ošiljena. Na posameznem steblu je en 
ali dva cvetova, izjemoma jih je lahko do 5. Cvetovi so beli, rožnati ali rdeči, z značilnim 
vonjem. Je žužkocvetka, primarno jih oprašujejo metulji. Ta vrsta cveti od aprila do julija, 
na peščenih, ilovnatih in glinenih tleh (Vrt in narava, 2013a). 
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2.2.3 Deltasti nagelj (Dianthus deltoides) 
 
Deltasti nagelj je trajnica blazinaste rasti. Zraste od 10 do 40 cm visoko. Steblo in listi so 
prekriti s kratkimi dlakami. Listi so podolgovato lopatičasti. Cvetovi so posamično na 
steblih visokih okoli 15 cm. So temno rožnati, široki do 2 cm in običajno imajo bele pike 
ter temen obroč (slika 1 – sredina spodaj). Je žužkocvetka, primarni opraševalci so prav 
tako metulji. Deltasti nagelj uspeva na vseh vrstah dobro odcednih vrtnih tal. Bolje uspeva 
na nevtralnih in nekoliko alkalnih tleh. Potrebuje veliko sonca, prenaša pa tudi rahlo 
zasenčenje. Uspeva tudi v sušnih razmerah. Slabo prenaša stalno talno vlago. Pri nas 
prezimi na prostem (Vrt in narava, 2013b). 
 
2.2.4 Kitajski nagelj (Diatnhus chinensis) 
 
Kitajski nagelj je enoletnica, ki je prav tako kot gorenjski primeren za okenske police in 
balkone, saj lahko razvije enojne in dvojne cvetove različnih barv. Rast je bujna z višino 
od 20 do 30 cm. Najbolje mu ustreza sončna lega in cveti od junija do septembra. Uspeva v 
peščenem in dobro izsušenem substratu, saj rastlina ne prenaša težkih in vlažnih tal 
(Vrtnarstvo Breskvar, 2006). 
 
2.2.5 Brkati nagelj (Dianthus barbatus) 
 
Vrtne oblike brkatega (po domače tudi turškega) nageljna imajo večje cvetove in so 
intenzivnejših barv kot samonikle. Rastlina zraste 50 do 60 cm visoko, ima pokončno 
steblo z jajčasto suličastimi listi. Socvetja so sestavljena iz manjših enojnih ali polnih 
cvetov in tvorijo bogato socvetje, ki blago diši, bele, rožnate ali rdeče barve. Zelenkasta 
čaša ima dolge ozke roglje, po katerih je dobil nagelj ime ('brki') (slika 1 - desno). Pogosto 
so cvetovi tudi dvobarvni. Te rastline sejemo zgodaj spomladi in ob pravilni oskrbi 
vzniknejo v 14 dneh. Cveti od junija do septembra, vendar šele v drugem letu, saj je 
rastlina dvoletnica. Kot ostale vrste, tudi ta dobro uspeva v peščeno ilovnatih tleh, ki ne 
smejo biti preveč vlažna. Sejemo in presajamo jih pretežno na sončna mesta (GIZ, 2015). 
 
2.2.6 Obrobni nageljni  
 
Je skupina nageljnov ki jo sestavljajo zelo odporne vrste in cvetijo enkrat na leto julija v 
južnih krajih in malo pozneje v severnih predelih. Čeprav je potrebna občasna obnova 
rastline, jih še zmeraj označujejo kot trajnice. Barva cvetov se deli na dve različni skupini; 
enobarvni cvetovi in cvetovi ki imajo obrobo cveta rumeno ali belo (Bird, 1994). 
Doljak Ž. Mikropropagacija gorenjskega nageljna (Dianthus sp.). 6 
 Dipl. delo (VS). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za agronomijo, 2019 
2.2.7 Trajno cvetoči nageljni  
 
Je skupina zelo neodpornih vrst, potrebno jih je gojiti v kontroliranem, zavarovanem 
okolju z namenom izognitve kontaminacije, kot so npr. rastlinski ostanki, škodljivci, 
bolezni, zastajajoča voda ali ostala nečistoča prinesena z vetrom. Njihova značilnost je, da 
cvetijo vse leto, pozimi potrebujejo le nekaj toplote da nadaljujejo s cvetenjem. 
Najpogosteje se pojavljajo v beli barvi, poznamo tudi marogaste in črtaste (Bird, 1994).  
 
2.2.8 Gorenjski in švicarski nagelj (Dianthus sp) 
 
Gorenjski nagelj, podobno kot švicarski (tirolski) nista samostojni vrsti, kljub temu da se 
razlikujeta od ostalih vrst in tudi med seboj, tako genotipsko kot fenotipsko. Največkrat ju 
omenjajo kot varieteti vrtnega nageljna. Glavna razlika med njima je v rasti, obliki in barvi 
listov ter cvetov. Švicarski nagelj raste hitreje in bujnejše, njegova stebla so večja in listi so 
širši ter zeleni, cvetovi so bujnejši in temno rdeči, medtem ko so pri gorenjskem nageljnu 
stebla manjša in listi so ožji, srebrno sivi in cvetovi svetlo rdeči. Oskrba švicarskega 
nageljna je enostavnejša, ker je odpornejši na patogene dejavnike. Barva cvetov je pri obeh 
vedno enobarvna, pri švicarskem s temnejšim odtenkom rdeče barve. Zraste do višine 50 
do 60 cm, na rahlo kislih (pH 5,8 – 6,2) odcednih tleh (GIZ, 2015; Vrtnarstvo Stanonik, 
1996).  
 
Čeprav gorenjski nagelj (Dianthus sp.) sam po sebi ni avtohtona slovenska rastlina, bi si 
zaradi njegovih karakteristik lahko zaslužil sloves lokalne vrste. V prihodnje lahko le 
upamo, da jo bomo zapisali kot lokalno slovensko vrsto. Švicarski ali tirolski nagelj se je v 
vrtnarstvu pojavil kasneje, predvsem zaradi iskanja po odpornejših sortah (Reš Podgornik, 
2007). 
 
Najpogosteje jih vidimo na okenskih policah in balkonih kmečkih hiš severnega predela 
Slovenije. Je pokončne rasti s 3 - 5 poganjki na rastlino in cvetom tradicionalne rdeče 
barve. Najboljše uspeva na južni in jugovzhodni strani, tako da je zaščiten pred dežjem in 
močnim soncem. Rastlini najbolj ustreza jutranje ali pozno popoldansko sonce. Ker ne 
prenaša obilo vode, je pomembno, da je zemlja rahlo odcedna, ne peščena, bogato 
pognojena s kompostom, hlevskim ali kurjim gnojem z nekoliko alkalno pH vrednostjo 
(med 7 in 7,5). V primeru potrebe po višanju pH vrednosti lahko uporabimo lesni pepel ali 
kameno moko (Satler Strgar, 2007).  
 
Za razmnoževanje sta najprimernejša julij in avgust. Iz matične rastline odrežemo največ 
do 10 cm dolge zdrave, mlade vršičke iz celotne rastline ali vršičke iz glavnega stebla 
(slika 2B). Z vršičkov odstranimo spodnje prve liste in jih posadimo v lončke ali na prosto. 
V primeru sajenja direktno na prosto je najprimernejši čas, ko je zemlja še dovolj topla, da 
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se rastline primerno ukoreninijo in vrastejo za naslednje leto. Počakamo do oktobra in 
ukoreninjene potaknjence premestimo v lonce, da prezimijo, lahko pa jih pustimo na 
prostem do spomladi. V primeru mrzle in vlažne jeseni je zaželeno, da so rastline zaščitene 
in jih spomladi presadimo v lončke (slika 1A) (Gorenjski nagelj, 2010). 
 
     
                                    A                                                                        B 
Slika 2: Gorenjski nagelj Dianthus sp.: A – podtaknjenci v lončkih (Novice ..., 2017); B – cvetoči nagelj na 
okenski polici (Presajanje …, 2017) 
 
Vse nageljne oz. klinčke lahko vzgojimo tudi iz semena, ki ga posejemo januarja ali 
februarja. Običajno pa razmnožujemo na tak način le enoletne in botanične nageljne (Bird, 
1994).  
 
Poleg opisanih nageljnov in klinčkov, katerih sorte se pogosto goji, lahko v naravi 
zasledimo še veliko samoniklih vrst, ki so razširjene po posameznih območjih Slovenije z 
gosto posejanostjo: srhki klinček (Dianthus armeria), hrvaški klinček (Dianthus giganteus 
subsp. croaticus), navadni klinček (Dianthus carthusianorum), krvavordeči klinček 
(Dianthus sanguineus), divji klinček (Dianthus sylvestris), tržaški klinček (Dianthus 
tergestinus), montpellierski klinček (Dianthus hyssopifolius), sternbergov klinček 
(Dianthus sternbergii), čudoviti klinček (Dianthus superbus) (Mihorič, 2019).  
 
Poleg naštetih vrst na posameznih rastiščih v Sloveniji z redko prisotnostjo uspevajo še: 
liburnijski klinček (Dianthus balbisii), hribski klinček (Dianthus collinus) in hoppejev 
klinček (Dianthus plumarius). V Alpah rastejo posamezni šopki prezrtih klinčkov 
(Dianthus pavonius), ledeniških klinčkov (Dianthus glacialis) in kratkostebelnih klinčkov 
(Dianthus subacaulis) (Lippert, 1987; Wraber, 2006; Mihorič, 2019).  
 
Pri nas so zavarovane vse vrste klinčkov razen brkatega, ki je tudi najbolj razširjen. 
Sternbergov klinček je bil na Štajerskem zavarovan že leta 1915, ostale vrste pa v celotni 
Sloveniji od leta 2004. Kljub temu, da so nekatere vrste dovolj pogoste, bi zaradi 
privlačnosti (ali zdravilnih lastnosti) lahko postale ogrožene ali bi celo izginile iz narave. 
To pa bi bila velika škoda, ki bi se odražala na zmanjšanju biodiverzitete oz. prisotnosti 
samoniklih klinčkov v naravi (Skoberne, 2007). 
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2.3 ŠKODLJIVCI IN BOLEZNI TER VIRUSNE OKUŽBE  
 
Gorenjski nagelj je precej dovzeten za napad tako številnih škodljivcev kot mnogih 
bolezni. Je zelo občutljiv za mnoge patogene, katere težje obvladujemo oz. se jih znebimo 
po zaznanem napadu.  
 
Najučinkovitejše varstvo predstavlja uporaba preverjenega zdravega rastlinskega materiala, 
občasno opazovanje in zaznavanje napadov, odstranjevanje okuženih rastlin, razkuževanje 
ostankov in posod obolelih rastlin, čiščenje in odstranjevanje odmrlih delov okoli 
posajenih rastlin, odstranjevanje plevelov in uporaba naravnih ali sintetičnih 
fitofarmacevtskih pripravkov.  
 
2.3.1 Škodljivci 
 
Najpogosteje se na gorenjskem nageljnu med škodljivci pojavljajo: pršice, tripsi, 
nageljnova mušica, rdeči pajek in vešče. Našteti škodljivci se lahko pojavljajo posamično 
ali v kombinaciji in lahko ob neustreznem varstvu povzročijo propad rastline. 
 
2.3.1.1 Pršice ali akarine (Acari oz. Akarina) 
 
Na nageljnu kot tudi na ostalih okrasnih rastlinah se največkrat pojavijo navadne pršice, 
pršice prelke in mehkokožne pršice. Njihov pojav je največji ob toplih in sušnih obdobjih 
in največjo škodo delajo na listih. Zaradi izsesavanja rastlinskega soka se na zgornji strani 
pojavijo neenakomerne rumene lise, kar povzroči predčasno izsuševanje, zmanjšano 
fotosintezo in transpiracijo. Za preprečevanje so najbolj efektivni insekticidi. 
 
2.3.1.2 Trips ali cvetlični resar (Frankliniella occidentalis) 
 
So zelo majhne žuželke svetlo do temno rjave barve, pojavljajo se v vročih poletjih, na 
vseh rastlinskih delih, najpogosteje na cvetovih in listih. Simptomi napadenih listov se 
kažejo z zvijanjem mladih listov in deformacijo cvetov. Na listih se pojavijo bledo rumena 
območja, na starejših listih pa bleščeča srebrna barva. Poškodbe na cvetovih so vidne kot 
bele pege. Ker je njihova detekcija zelo težka, jih lovimo s svetlo modrimi in rumenimi 
lepljivimi ploščami, ali opazimo njihovo prisotnost preko črnih kupčkov na rastlinah – 
fekalijah. Znebimo se jih z uporabo insekticidov. 
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2.3.1.3 Nageljnova mušica (Diptera sp.) 
 
Je škodljivec, ki se pojavlja le med gojenjem nageljnov v rastlinjakih. Škodo dela z 
odlaganjem jajčec v liste. Ličinke se z listi prehranjujejo, tako da delajo rove, ki povzročijo 
njihovo odmiranje. Najboljše varstvo je hitro odkrivanje napada, odstranjevanje in zažig 
napadene rastline (Dom in vrt, 2015). 
 
2.3.1.4 Rdeči pajek (Tetranychus urticae) 
 
So majhni organizmi rdeče barve, ki napadajo liste, povzročajo rjavenje in na koncu 
popolni propad. Pojavljajo se v vročih in suhih obdobjih, zato je potrebno ozračje primerno 
navlažiti, če se želimo znebiti tega škodljivca. Drugi način je uporaba zaplinjevalnih 
insekticidov (Nagelj, 2019). 
 
2.3.1.5 Vešče (Tortrix sp.) 
 
Problematične so predvsem gosenice teh vešč, saj napadajo vse dele rastline, še posebej 
cvetne popke. Priporočljiva je uporaba lepljivih plošč, saj preprečijo širjenje metulja in 
služijo kot detekcija škodljivca. Zaželena je tudi uporaba insekticidov (Nagelj, 2019). 
 
2.3.2 Bolezni 
 
Na gorenjskem nageljnu se med boleznimi najbolj pogoste: koreninska gniloba, nageljnova 
črnoba, pepelasta plesen in rja.  
 
2.3.2.1 Koreninska gniloba (Fusarium sp.) 
 
Kombinacija nevtralnega substrata in prekomernega zalivanja pripelje do razvoja 
parazitskih gliv, ki povzročajo okužbe na koreninskih sistemih. Poleg nageljna so dovzetne 
za okužbe tudi druge balkonske rastline. Odpravljanje okužbe se lotimo z odstranitvijo 
okuženih rastlin, posodo pa primerno očistimo in razkužimo. Preventiva za posajeno 
rastlino je primerno zalivanje (Nagelj, 2019). 
 
2.3.2.2 Nageljnova črnoba (Heterosporium echinulatum) 
 
Pojavi se, če se voda predolgo časa zadržuje v vlažnem substratu. Znake okužbe vidimo na 
listih in steblih, v obliki drobnih črnih peg z rdečim robom. Primerno zračen substrat, 
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dodatek peska, primerno zalivanje in vitaminski pripravki so preventiva za tega patogena 
(Nagelj, 2019). 
 
2.3.2.3 Pepelaste plesni ali pepelovke - (Erysiphe sp.) 
 
Ker bolezen okuži mnogo katere vrste rastlinskih družin, tudi nageljnom ni prizaneseno. 
Na zgornji strani listov se pojavi prevleka bele barve, ki se širi po celotnem okuženem delu 
rastline. Napadeni listi se začenjajo zvijati in odmirati, popki pa se zaradi napada težko ali 
sploh ne odpirajo. Ugodne razmere so visoka zračna vlaga in temperature, zato se bolezen 
pojavi predvsem v poznem poletju in v pokritih gredah ter strnjenih nasadih. Plesen v 
rastlino posreduje sesalne bradavice (havstorije), ki izčrpavajo rastlino tako, da ji 
odvzemajo hranilne snovi za rast in razvoj. Setev odpornih sort in uporaba fungicidov nam 
obvarujeta rastlino pred tem škodljivcem, prav tako pa ne sejemo nageljnov v bližino 
ozimnega in jarega posevka in omejimo uporabo gnojenja z dušikom, saj pospešuje razvoj 
bolezni (Celar, 2009). 
 
2.3.2.4 Rje 
 
V obdobju od junija do septembra moramo na listih skrbno opazovati prihod rje. 
Temnorjave spore se najprej pojavijo na listih, nato še na drugih delih rastlin (Bird, 1994). 
Sajenje odpornih sort, pestrost rastlin in uporaba fungicidov preprečijo prihod in širjenje 
bolezni. 
 
2.3.3 Virusne okužbe 
 
Poleg omenjenih škodljivcev in bolezni se na nageljnih pojavljajo tudi virusne okužbe, ki 
se najpogosteje prenašajo z okuženim sadilnim materialom in prej našteti ukrepi niso 
učinkoviti za preprečevanje pojavljanja bolezenskih simptomov. Virusi, tudi viroidi in 
mikoplazme lahko povzročijo blage simptome, ki se odražajo v slabši (upočasnjeni) rasti, 
posledično tudi v spremenjenem izgledu, predvsem v barvi cvetov, kar se verjetno dogaja 
tudi z gorenjskim nageljnom. Pred leti so bila na Nacionalnem inštitutu za biologijo 
opravljena treatiranja na prisotnost virusov in testi so bili pozitivni, ni pa še bila določena 
raznolikost prisotnih virusov. To je bi razlog, da smo se lotili optimizacije 
mikropropagacije gorenjskega nageljna iz nodijskih izsečkov, ki vsebujejo meristem in 
preko njih vzgojiti zdrave rastline. 
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2.4 MIKROPROPAGACIJA 
 
Mikropropagacija je vegetativno in vitro razmnoževanje rastlin. Je osnovna tehnika tkivnih 
kultur in uporabna tudi za pridobivanje zdravega sadilnega materiala iz rastlin okuženih z 
virusi in viroidi. Ostale prednosti mikropropagacije so (Bohanec, 1992): 
- in vitro razmnoževanje rastlin pri katerih je to ekonomsko upravičeno, 
- pridobivanje veliko rastlin na majhnem prostoru, 
- gojenje ne glede na rastno dobo, 
- hitrejše razmnoževanje in 
- možnost pridobivanja zdravega sadilnega materiala. 
Mikropropagacijo nageljna sestavljajo naslednje faze dela:  
- gojenje oz. izbira matičnih rastlin, 
- priprava in razkuževanje rastlinskih delov oz. izsečkov,  
- inokulacija izsečkov na gojišče za regeneracijo, 
- regeneracija poganjkov, 
- koreninjenje poganjkov in 
- aklimatizacija rastlin. 
 
Razen mikro- in makro hranil ter vira energije saharoze so najpomembnejša sestavina 
rastlinskih gojišč rastlinski hormoni oz. fitoregulatorji. V postopku optimizacije gojišča 
smo vrsti in koncentraciji hormonov posvetili največ pozornosti. 
 
2.5 RASTLINSKI HORMONI 
 
Po literaturnih podatkih in izkušnjah iz prejšnjega leta smo se odločili za uporabo 
citokinina 6-benzinlaminipurina (BAP) in dveh avksinov, α–naftalen ocetne kisline (NAA) 
in indolmaslene kislina (IBA). 
 
Citokinini kot adeninski derivati, so ključni za delovanje meristemskih tkiv, zato jih 
najdemo v celicah, ki so sestavni deli teh tkiv. Sodelujejo pri sintezi nukleinskih kislin, 
klorofila, rasti brstov, stranskih in vrhnjih poganjkov ter pri prehodu vode skozi rastlinske 
reže. Tvorijo se v meristemu koreninskega vršička in meristemskih delih nadzemnih rastlin 
in se do tarčnih celic prenesejo vezani v obliki zeatin ribozida. Tam delujejo na kinaze 
celičnega cikla (Vodnik, 2012). Predstavniki citokininov, ki se najpogosteje uporabljajo v 
tkivni kulturi so: 6-benzinlaminipurin (BAP), zeatin, zeatin ribozid, izopentenil adenin 
(2iP) in kinetin (KIN) (slika 3 – levo). 
 
Avksini so druga skupina rastnih hormonov. Tako kot citokinini so nujno potrebni za rast 
in jih najdemo v meristemskih tkivih korenin in v nadzemnih rastočih delih ter plodovih. 
Poleg tega so pomembni za fototropizem (obračanje rastlinskih organov proti svetlobi), 
Doljak Ž. Mikropropagacija gorenjskega nageljna (Dianthus sp.). 12 
 Dipl. delo (VS). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za agronomijo, 2019 
gravitropizem (sledenje zemeljski gravitaciji, ob ne navpični postavitvi rastline), rast 
korenin, razvoj plodov in cvetnih brstov ter diferenciacijo žilnih tkiv. Avksini spodbujajo 
sintezo protonskih črpalk in tako vplivajo na zakisanje celične stene. Nizek pH spremeni 
zgradbo strukturnih molekul stene in jo naredi bolj elastično. Nekateri predstavniki 
avskinov so indolmaslena kislina (IBA), fenilocetna kislina (2,4-D), α-naftalenocetna 
kislina (NAA) in indolocetna kislina (IAA), ki je najbolj razširjena in fiziološko 
najpomembnejša (slika 3 – desno) (Vodnik, 2012). 
 
               
Slika 3: Ratlisnki hormoni: citokinin – levo (Plant ..., 2009); avksin – desno (Auxin, 2006) 
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3 MATERIAL IN METODE DELA 
 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
 
V in vitro poskus smo vključili 6 rastlin gorenjskega nageljna (Dianthus sp.), ki smo jih 
brezplačno prejeli 11. 6. 2019 od cvetličarne Mt Cvek iz Kranja. Rastlinski material smo 
shranili v hladen in temen prostor do naslednjega dne, ko smo izbrali primerne liste in 
poganjke za razkuževanje in zasnovo poskusa. Regeneracija in rast poganjkov sta potekali 
50 dni v rastni komori, nato smo vitalne poganjke odrezali pri bazi in jih inokulirali na 
gojišče za koreninjenje in jih gojili pri enakih razmerah.  
 
3.2 PRIPRAVA IN SESTAVA GOJIŠČA 
 
Gojišča smo pripravili v laboratoriju za genetiko na Oddelku za agronomijo Biotehniške 
fakultete. Po literaturnih navedbah (Kantia in Kothari, 2002; Pareek in Kothari, 2013) in 
izkušnjah iz prejšnjega leta smo se za regeneracijo izsečkov in rast poganjkov odločili za 
štiri gojišča z oznakami 1, 2, 3 in 4, ki so vsebovala osnovno MS gojišče (Murashige in 
Skoog, 1962) (preglednica 1) ter kombinacijo dveh hormonov BAP in NAA v različnih 
koncentracijah (preglednici 1 in 2). V steklene čaše smo pretresli stehtane potrebne 
sestavine: osnovno MS gojišče z vitamini (4,4 mg/l), saharozo (30 g/l) in mio - inozitol 
(100 mg/l) ter dodali dvakrat destilirano vodo malo pod oznako, vanje položili magnete 
obdane s teflonom ter mešali na električnem mešalniku. Ko so se sestavine raztopile, smo 
dodali še hormone iz predhodno pripravljenih založnih raztopin (preglednica 2) in z 
merilno bučko določili željen volumen gojišča ter s pH metrom uravnali pH vrednost z 
dodajanjem po kapljicah 1N kisline HCl oz. 1N baze KOH do 5,8 in dodali agar (9 g/l) za 
strjevanje. Gojišči z oznako 1 in 2 smo trikrat zavreli v mikrovalovni pečici in s stekleno 
palčko premešali, da se je agar popolnoma raztopil, prelili v steklene kozarce, velikosti 55 
x 75 cm s polipropilenskim pokrovom do približno 1/5 prostornine ter avtoklavirali 20 min 
pri 121 °C in tlaku 1,1 bar. Gojišči 3 in 4 smo iz merilnih bučk prelili direktno v steklenice 
in dodali agar ter avtoklavirali pri prej omenjenih razmerah, pri katerih se je agar raztopil. 
Istočasno smo avtoklavirali prazne kozarce s pokrovom. V te smo po avtoklaviranju v 
brezprašni komori prelili gojišče 3 in 4. Za razkuževanje rastlinskega materiala smo poleg 
gojišč avtoklavirali še 100 ml erlenmajerice napolnjene s 50 ml dvakrat destilirane vode in 
3 l destilirane vode za spiranja rastlinskega materiala po razkuževanju, da čimprej 
odstranimo oz. nevtraliziramo razkužilo dikloroizocianurno kislino.  
 
Na enak način smo pripravili gojišči za koreninjenje z oznakama 5 in 6, ki sta vsebovali 
osnovno MS gojišče in hormone iz skupine avksinov (preglednici 1 in 3). 
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Preglednica 1: Sestava osnovnega MS gojišča za regeneracijo, rast in koreninjenje poganjkov gorenjskega 
nageljna 
Sestavine Koncentracije  
Makroelementi (mg/l) 
NH4NO3 1650 
KNO3 1950 
KH2PO4 170 
CaCl2 332,02 
MgSO4 180,54 
Mikroelementi (mg/l) 
FeNaEDTA 36,70 
H3BO3 6,20 
CoCl2 x 6H2O 0,025 
CuSO4 x 5H2O 0,025 
MnSO4 x H2O 16,90 
KJ 0,83 
NaMoO4 x 2H2O 0,25 
ZnSO4 x 7H2O 8,60 
Organske snovi (mg/l) 
Inozitol 200 
Glicin 2 
Tiamin 0,1 
Piridoksin 0,5 
Nikotin 0,5 
 
Preglednica 2: Koncentracija BAP in NAA v MS gojišču za regeneracijo listnih in nodijskih izsečkov ter rast 
poganjkov gorenjskega nageljna  
Oznaka gojišča 
Koncentracije hormonov (mg/l) 
BAP NAA 
1 3,0 0,5 
2 3,0 1,0 
3 2,5 0,0 
4 5,0 0,0 
 
Preglednica 3: Koncentracija IBA in IAA v MS gojišču za koreninjenje poganjkov gorenjskega nageljna 
Oznaka gojišča 
Koncentracije hormonov (mg/l) 
IBA IAA 
5 5,0 0,0 
6 0,0 2,5 
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3.3 RAZKUŽEVANJE RASTLISNKEGA MATERIALA 
 
Pridobljene rastline so bile gojene v cvetličnih lončkih. Poganjke smo s sadjarskimi 
škarjami odrezali v predelu internodija, to je približno 5 cm od podlage oziroma substrata. 
Liste smo odstranili s poganjkov in jih s skalpelom narezali na dolžino 2 do 5 cm. 
Poganjke smo narezali na nodijske izsečke na obeh straneh z deli internodijev. Nodij v 
predelu, kjer ga obdaja list vsebuje meristem, zametek za nov poganjek. Od tu naprej je 
delo potekalo v sterilnem okolju v brezprašni komori, ki smo jo 20 minut pred uporabo 
prižgali, da je sterilen zrak izpodrinil sobnega. Delovno površino smo temeljito očistili s 
papirnato brisačo in 70 % etanolom ter prižgali suhi sterilizator, da se je ogrel do 815 °C in 
v njem sterilizirali pribor (pincete in skalpele) s katerimi smo oblikovali in inokulirali 
izsečke na gojišče. Izsečke smo pripravljali na sterilnih papirnatih pladnjih.  
 
V vnaprej pripravljene erlenmajerice s 50 ml avtoklavirane destilirane vode smo dodali 1 g 
dikloroizocianurne kisline (C(O)NCl)2(C(O)NH) (Sigma-Aldrich) (slika 4A) z dodatkom 
treh kapljic močila Tween 20 (Sigma-Aldrich), ki omogoči, da se razkužilo bolje prime na 
rastlinske dele. Razrezane poganjke – nodije z deli internodijev in liste smo dali v sterilno 
petrijevko in prelili z 2 % razkužilno tekočino in med postopkom razkuževanja nekajkrat 
premešali z vrtenjem petrijevke po delovni površini. Po končanem razkuževanju smo 3-
krat sprali rastlinski material z avtoklavirano destilirano vodo (slika 4B).  
 
   
                      A                                                                  B 
Slika 4: Postopek razkuževanja gorenjskega nageljna: A – dikloroizocianurna kislina za razkuževanje 
izsečkov; B – spiranje izsečkov v brezprašni komori. 
 
3.4 INOKULACIJA IZSEČKOV NA GOJIŠČE 
 
Po razkuževanju nodijskih in listnih izsečkov smo s skalpelom skrbno odrezali 
poškodovane dele, ki so se obarvali rjavo–rumeno, zaradi delovanja dikloroizocianurne 
kisline. Ta je poškodovala celice na reznih površinah in ponekod povzročila razpad 
klorofila. 
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Iz preliminarnih raziskav prejšnjega leta smo ugotovili, da so bili nodijski izsečki 
gorenjskega nageljna odzivnejši in z več regeneranti, v primerjavi z listnimi izsečki pri 
katerih se je v velikem številu pojavila vitrifikacija ali popolni propad z minimalno 
regeneracijo. Zato smo se odločili in inokulirali nodijske izsečke (slika 5B) na gojišči 1 in 
2. Na gojišče enega kozarca smo inokulirali po 3 – 4 pokončno postavljene nodije z 
razmakom 3 do 4 cm.  
 
Gojišči 3 in 4 sta bila namenjeni listnim izsečkom, ki ne vsebujejo meristemskega tkiva in 
pri njih smo pričakovali slabšo regeneracijo. Pri listnih izsečkih smo bili posebno pozorni, 
saj je bila na nekaterih listih vidna rja. Liste z vidnimi simptomi smo izločili in izbrali le 
zdrave zelene dele. Po 12 do 15 listnih izsečkov brez vidnih bolezenskih znakov smo 
inokulirali na gojišče z oznako 3 in 4 v petrijevke (slika 5A, B in C).  
 
3.5 GOJENJE IN VITRO KULTURE 
 
In vitro kulturo gorenjskega nageljna smo gojili v rastni komori pri temperaturi 23±1 °C in 
intenziteti svetlobe 34 µmol m-2 s-1 ter fotoperiodi 16 ur svetloba in 8 ur tema. 
 
       
                         A                                                    B                                                        C 
Slika 5: Izsečki gorenjskega nageljna vključeni v in vitro poskus: A – listni izsečki; B – nodijski izsečki, C – 
inokulirani listni izsečki na gojišče. 
 
3.6 ANALIZA PODATKOV 
 
Zbrane podatke smo obdelali s programom Microsoft Office Excel in izris grafov je bil 
opravljen z istim programom. Rezultate smo prikazali v preglednicah in slikah. 
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4 REZULTATI 
 
Pri bonitiranju in vitro kulture gorenjskega nageljna Diatnhus sp. smo na gojiščih 1, 2, 3 in 
4 spremljali odzivnost oziroma regeneracijo nodijskih in listnih izsečkov, rast nastalih 
poganjkov ter na gojiščih za koreninjenje 5 in 6 nastanek korenin. 
 
4.1 PRVO BONNITIRANJE - 15 DNI PO INOKULACIJI IZSEČKOV NA GOJIŠČE 
 
Prvo bonitiranje smo opravili 15 dni po inokulaciji nodijskih in listnih izsečkov na gojišče. 
Na nodijskih izsečkih smo v tem obdobju opazili prve zametke za poganjke in ponekod že 
tudi prve poganjke. Regeneracija je bila prisotna na predelu nodija, kjer se nahaja 
meristem. Na listnih izsečkih nismo opazili vidnih sprememb. Nekaj izsečkov je bilo 
okuženih s plesnijo (slika 7A, B in C). 
 
V tem obdobju nismo zasledili velikih razlik med odzivnostjo nodijskih izsečkov na 
gojiščih 1 in 2. Na gojišču 1 s 3 mg/l BAP in 0,5 mg/l NAA je nastalo 28 poganjkov od 69 
inokuliranih nodijev, kar predstavlja 40,5 % regeneracijo in 10 oziroma 14,5 % nodijev je 
imelo zametke za poganjke. Na gojišču 2 s 3 mg/l BAP in 1 mg/l NAA je bilo od skupno 
67 inokuliranih nodijskih izsečkov odzivnih 33, kar predstavlja 49,3 % regeneracijo 
oziroma nastalih poganjkov in 4 oziroma 5,9 % nodijev je imelo zametke, kar je bilo za 8,5 
% slabše v primerjavi z gojiščem 1. Na gojišču 1 je bilo 42 % neodzivnih nodijskih 
izsečkov in na gojišču 2 samo za 1,2 % več, torej 43,2 %. V obdobju dveh tednov se je na 
gojišču 2 okužilo 3 % izsečkov z regeneranti in na gojišču 2 samo 1 oziroma 1,9 %, te smo 
izločili iz poskusa (preglednica 4, slika 6, 7A in B). 
 
Preglednica 4: Število nastalih poganjkov, zametkov, neodzivnih in okuženih izsečkov gorenjskega nageljna 
po 15 dneh inokulcije na štirih gojiščih 
 
Število 
Oznaka gojišča 
1 2 3 4 
nodijski izseček listni izseček 
poganjkov 28 33 2 0 
zametkov 10 4 0 0 
neodzivni 29 29 195 146 
okuženih 2 1 0 20 
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Slika 6: Odstotek nastalih poganjkov, zametkov, neodzivnih in okuženih izsečkov gorenjskega nageljna po 
15 dneh inokulcije na štirih gojiščih  
 
Na gojišče 3 z 2,5 mg/l BAP in gojišče 4 s 5 mg/l BAP smo inokulirali listne izsečke in v 
obdobju 15 dni na njih ni bilo vidnih sprememb, tudi povečali se niso (slika 5A in B). 
Skupno je bilo inokuliranih 363 listnih izsečkov, 195 na gojišče 3 in 166 na gojišče 4 od 
tega sta le dva na gojišču 3 (1 %) kazala potencialno zametek za nov poganjek. V tem 
obdobju je bil opažen propad v obliki sušenja le pri dveh izsečkih na gojišču 3. Na gojišču 
4 se je 20 izsečkov oziroma 12 % okužilo s plesnijo in smo jih odstranili iz poskusa (slika 
7C). Na gojišču 3 ni bilo prisotnih okužb (preglednica 4, slika 6). 
 
     
                                    A                                                         B                                       C 
Slika 7: Regeneracija in okuženost izsečkov gorenjskega nageljna po 15 dneh inokulacije na gojišče: A – 
poganjki na nodijskih izsečkih; B – okuženi nodijski izsečki s plesnijo; C – okuženi listni izsečki s plesnijo. 
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4.1.1 Prva subkultivacija poganjkov na gojišče za koreninjenje 5 z IBA 
 
Prvo subkultivacijo poganjkov na gojišče za koreninjenje z oznako 5 s 5 mg/l IBA smo 
opravili 20 dni po inokulaciji izsečkov na regeneracijsko gojišče 1 in 2. Pri prvem 
bonitiranju smo iz gojišča 1 izbrali 9 poganjkov in iz gojišča 2 je bilo primernih za 
koreninjenje 13 poganjkov. Izbranih 22 poganjkov je bilo dolgih vsaj 1,5 cm in z vsaj 5 
listi (slike 7A, 8A, B in C). Manjše poganjke smo pustili pri nodijskih izsečkih na gojišču 
za regeneracijo do druge subkultivacije na gojišče za koreninjenje. 
 
   
                      A                                            B                                                             C 
Slika 8: Inokulacija gorenjskega nageljna na gojišče za koreninjenje: A – nodijski izseček z regeneriranim 
poganjkom; B – odstranitev poganjka od izsečka; C – poganjki na gojišču za koreninjenje 
 
S sterilno pinceto in skalpelom smo na sterilnem papirnatem pladnju v brezprašni komori 
natančno pri bazi poganjka tik ob nodijskem izsečku odrezali poganjek (slika 8A in B). 
Odrezanim poganjkom, če je bilo potrebno, smo odstranili prve spodnje liste in prevelike 
liste malenkostno skrajšali in jih subkultivirali na gojišče za koreninjenje z oznako 5 (slika 
8C). Vitalne nodijske izsečke, katerim smo odrezali poganjke, smo vrnili nazaj na 
regeneracijsko gojišče z namenom, da se regeneracija nadaljuje. 
 
4.2 DRUGO BONITIRANJE - 30 DNI PO INOKULACIJI IZSEČKOV NA GOJIŠČE 
 
V primerjavi s prvim bonitiranjem, ki smo ga opravljali 15 dni prej, je bilo največ 
sprememb na nodijskih nizsečkih na gojišču 1 in 2, pri listnih izsečkih na gojišču 3 in 4 ni 
bilo bistvenih sprememb. 
 
Na gojišču 1 je v tem obdobju nastalo 6 novih poganjkov oziroma 14,6 %. Odstotek 
zametkov je povišal iz 14,5 % v prvem bonitiranju na 14,6 %. Na enem izsečku (2,4 %) se 
je pojavil kalus. Neodzivnih izsečkov je bilo še vedno kar veliko, in sicer 56,1 %. 
Okuženih nodijskih izsečkov je bilo 5 oziroma 12,2 % (preglednica 5 in slika 9). 
 
Na gojišču 2 sta na novo nastala samo 2 oziroma 5,5 % poganjkov. Odstotek zametkov se 
je iz 5,9 % iz prvega obdobja povečal na 22,2 %. Neodzivnih izsečkov je bilo v tem 
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obdobju še vedno 23 oziroma 63,8 % in 3 izsečki oziroma 8,3 % se jih je okužilo 
(preglednica 5 in slika 9). 
 
Preglednica 5: Število nastalih poganjkov, zametkov, kalusiranih, neodzivnih, propadlih in okuženi izsečkov 
gorenjskega nageljna po 30 dneh inokulcije na štirih gojiščih. 
 
 
 
Slika 9: Odstotek nastalih poganjkov, zametkov, kalusiranih, neodzivnih, propadlih in okuženih izsečkov 
gorenjskega nageljna po 15 dneh inokulcije na štirih gojiščih. 
 
Na gojišču 3 in 4 ni bilo bistvenih razlik. Razen tega, da se je na gojišču 3 na enem listnem 
izsečku pojavil zametek za poganjek, na dveh izsečkih se je oblikoval kalus in 4 izsečki so 
propadli ter neodzivnih je bilo še vedno 186. Na gojišču 4 je bilo prav tako kot na gojišču 3 
še vedno veliko neodzivnih izsečkov in to kar 139 in 4 izsečki so propadli, ker se je na njih 
pojavila kloroza ter 3 izsečki so se okužili. Vse okužene izsečke po drugem bonitiranju 
smo izločili iz poskusa (preglednica 5 in slika 9). 
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4.2.1 Druga subkultivacija poganjkov na gojišče za koreninjenje 5 z IBA 
 
Drugo subkultivacijo poganjkov na gojišče za koreninjenje smo opravili 30 dni po 
inokulaciji izsečkov na regeneracijsko gojišče. Izbrali smo 16 primernih poganjkov, in 
sicer 11 iz gojišča 2 in le 5 iz gojišča 1. Glede na uspešnost regeneracije po dveh 
bonitiranjih lahko zaključimo, da je gojišče 2 s 3 mg/l BAP in 1 mg/l NAA primernejše za 
pridobivanje vitalnih poganjkov za koreninjenje. Med genotipi je bil najbolj odziven 
genotip z oznako 6. Pri njem je  nastalo 5 poganjkov, od teh 2 poganjka na gojišču 1 in 3 
na gojišču 2. Najslabše so se regenerirali izsečki pridobljeni iz genotipa z oznako 2 s samo 
enim poganjkom na gojišču 2. Bistvenih razlik med genotipi v regeneracijski sposobnosti 
nismo opazili in lahko zaključimo, da je vpliv genotipa zanemarljiv (preglednica 6). 
 
Preglednica 6: Število primernih poganjkov za koreninjenje nastalih na nodijskih izsečkih 6 genotipov 
gorenjskega nageljna inokuliranih na gojiščih 1 in 2 
Oznaka genotipa Oznaka gojišča Število poganjkov 
1 2 3 
2 2 1 
3 
1 2 
2 1 
4 
1 2 
2 3 
5 
1 1 
2 1 
6 2 2 
 
4.3 TRETJE BONITIRANJE - 50 DNI PO INOKULACIJI IZSEČKOV NA GOJIŠČE 
 
V obdobju 50 dni po inokulaciji izsečkov na gojišče 1 in 2 je skupno nastalo 31 poganjkov, 
in sicer 10 poganjkov oziroma 20 % na gojišču 1 in 21 poganjkov oziroma 40,4 % na 
gojišču 2. Število zametkov se je zmanjšalo, ker so iz njih nastali poganjki in neodzivni 
izsečki so začeli propadati. Na gojišču 1 je propadlo 16 % izsečkov in na gojišču 2 nekaj 
manj 13,4 %. Število neodzivnih je ostalo skoraj enako kot pri drugem bonitiranju. Na 
gojišču 1 je bilo 6 izsečkov oziroma 12 % okuženih in na gojišču 2 se je okužba zmanjšala, 
saj je bilo samo 1,9 % okuženih izsečkov (preglednica 7 in slika 10).  
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Preglednica 7: Število nastalih poganjkov, zametkov, kalusiranih, neodzivnih, propadlih in okuženih 
izsečkov gorenjskega nageljna po 50 dneh inokulcije na štiri gojišča 
 
 
 
Slika 10: Odstotek nastalih poganjkov, zametkov, kalusiranih, neodzivnih, propadlih in okuženih izsečkov 
gorenjskega nageljna po 50 dneh inokulcije na štiri gojišča 
 
Listni izsečki 50 dni po inokulaciji še vedno niso kazali znakov odzivnosti, razen 2 
poganjkov, ki sta nastala na kalusu listnega izsečka na gojišču 3 in sta predstavljala izjemo. 
Začel se je pojavljati propad izsečkov v obliki nekroz in na 7 izsečkih na gojišču 2 se je 
pojavil kalus. Glede na to, da uporabljeni gojišči 3 in 4 nista imeli pozitivnega učinka na 
regeneracijo listnih izsečkov gorenjskega nageljna smo v tem obdobju zaključili s tem 
delom poskusa (preglednica 7, slika 10 in 11).  
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Slika 11: Listni izsečki gorenjskega nageljna 50 dni po inokulaciji: A - na gojišču 3 z dvema poganjkoma; B 
– na gojišču 4 brez poganjkov. 
 
4.3.1 Tretja subkultivacija poganjkov na gojišče za koreninjenje 6 z IAA 
 
Na gojišču za koreninjenje z oznako 5 s 5 mg/l IBA je v obdobju 36 dni samo 24 % 
poganjkov oblikovalo korenine, ki so bile kratke, puhaste, krhke in se razraščale po 
površini gojišča (slika 12). Nekoreninjenih poganjkov je bilo 39 % in ti so začeli propadati. 
Kar 37 % poganjkov je na bazi oblikovalo samo kalus. Ugotovili smo, da gojišče za 
koreninjenje 5 s 5 mg/l IBA ni najbolj primerno za koreninjenje poganjkov gorenjskega 
nageljna. Zato smo se odločili, da poganjke nastale v obdobju 50 dni na gojišču 1 in 2 
subkultiviramo na gojišče za koreninjenje 6 z 2,5 mg/l IAA. 
 
 
Slika 12: Poganjek gorenjskega nageljna s koreninami na gojišču 5 s 5 mg/l IBA. 
 
Skupno smo na gojišče za koreninjenje 6 inokulirali 135 poganjkov, in sicer 46 iz gojišča 1 
in 89 iz gojišča 2. Večina poganjkov je bila po 14 dneh na omenjenem gojišču vitalnih 
(slika 13), medtem ko se je manjši del poganjkov šopasto razraščal z vidnimi znaki kloroze 
in brez korenin. 
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Poganjki iz gojišča 1 subkultivirani na gojišču 6 niso oblikovali kalusa in ne korenin ter 
tudi propada nismo zaznali. Od 46 poganjkov jih je bilo 24 oziroma 52 % vitalnih z lepo 
obliko rasti. Ostalih 22 poganjkov oziroma 48 % je zaostajalo v rasti in poganjki se niso 
izdolžili, ostali so pritlikavi, nekateri pa so se šopasto razraščali. 
 
Izsečki iz gojišča 2 so na gojišču za koreninjenje 6 kazali podobne rezultate z malimi 
odstopanji. Od skupno 89 poganjkov jih je bilo 81 oziroma 91% brez korenin. Plesen se je 
razvila v dveh gojitvenih kozarcih in prizadela 7 izsečkov, katere smo takoj izločili iz 
poskusa. Korenine smo zaznali le na enem izsečku oziroma 1,1 %, ki so bile majhne s 
šopasto rastjo. Ostalih 41 poganjkov oziroma 46 % je bilo vitalnih in lepo zelenih, 
Preostalih 48 poganjkov oziroma 54 % je zaostalo v rastli in začele so se pojavljati kloroze. 
 
 
Slika 13: Vitalni poganjki na gojišču za koreninjenje 6 z 2,5 mg/l IAA. 
 
V 13 dneh po predhodnem bonitiranju je prišlo glede nastanka korenin do pozitivnih 
sprememb. V tem obdobju so nastale nove korenine, ki so bile bistveno večje in se lepo 
razraščale v gojišče, kloroze oz. propadanje poganjkov se je zmanjšalo ter vitalnost 
poganjkov se je povečala (slika 14).  
 
Poganjki iz gojišča 1 subkultivirani na gojišče 6 v tem obdobju niso propadli in 27 oziroma 
55 % jih je oblikovalo korenine, brez vmesne faze kalusa. Pred 13 dnevi so bili še brez 
korenin. Vitalnost poganjkov se je povečala za 3 % (iz 48 na 51 %), pritlikava in šopasta 
rast pa sta se zmanjšali za 3 % (iz 52 na 49 %). En poganjek je v tem obdobju propadel, kar 
je znašalo 2 % izgubo. 
 
Poganjki iz gojišča 2 so bili na gojišču 6 nekoliko manj odzivni v nastajanju korenin. Od 
skupno 82 poganjkov jih je bilo 30 vitalnih, kar je predstavljalo 36,6 % in ti so proti koncu 
faze koreninjenja oblikovali korenine brez vmesne faze kalusa. Noben od vitalnih 
pognjkov se ni okužil oziroma propadel.  
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Slika 14: Koreninjeni poganjki gorenjskega nageljna na gojišču 6 z 2,5 mg/l IAA 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
5.1 RAZPRAVA 
 
V in vitro poskus je bilo vključenih 6 rastlin gorenjskega nageljna (Dianthus sp.), 
dobljenih od cvetličarne Mt Cvek iz Kranja. Rastline smo prevzeli 12. junija 2019 in jih 
hranili v temnem in hladnem prostoru do naslednjega dne, ko smo iz njih pripravili 
nodijske in listne izsečke ter jih površinsko razkužili z 2 % dikloroizocianurno kislino. 
Pripravili smo osnovno MS gojišče (Murashige in Skoog, 1962) za regeneracijo z 
različnimi koncentracijami rastlinskih hormonov BAP in NAA. Na gojišče 1 in 2 smo 
inokulirali nodijske izsečke ter na gojišča 3 in 4 listne izsečke pridobljene iz rastlin 
gorenjskega nageljna. Na gojišče za koreninjenje 5 z IBA in gojišče 6 z IAA smo 
inokulirali vitalne poganjke. Regeneracija in rast ter koreninjenje je potekalo v rastni 
komori pri optimalnih razmerah za gojenje tkivne kulture. Izvedli smo 3 bonitiranja 
regeneracije izsečkov in nastalih poganjkov ter 2 subkultivaciji na gojišča za koreninjenje 
5 s 5 mg/l IBA in eno subkultivacijo na gojišče za koreninjenje 6 z 2 mg/l IAA.   
 
5.1.1 Okužba in propad  
 
V obdobju in vitro poskusa z nodijskimi izsečki na gojišču 1 in 2 jih je nekaj propadlo 
zaradi neuspešnega površinskega razkuževanja in nekaj zaradi sekundarne okužbe, ki je 
nastala med delom z izsečki in subkultivacijo nastalih poganjkov. Nekaj izsečkov in tudi 
poganjkov je propadlo, ker jim sestava gojišča in rastne in vitro razmere niso ustrezale. Na 
gojišču 1 je propadlo zaradi pojava kloroz 8 (5 %) nodijskih izsečkov in 13 (8,1 %) 
nodijskih izsečkov se je okužilo s plesnijo, kar je skupno znašalo 13,1 % izgub. Na gojišču 
2 je bilo nekoliko manj kloroz in okužb, saj je propadlo le 12 nodijskih izsečkov, od tega 7 
(4,5 %) zaradi nekroz in 5 (3,2 %) se jih je okužili s plesenijo, kar je skupno znaša le 7,7 % 
izgub. 
 
Na gojišču 3 smo od skupno 195 listnih izsečkov izgubili le 4 izsečke, vse je prizadela 
kloroza, kar je znašalo 2 %. Okužb na gojišču 3 ni bilo. Nekoliko drugače je bilo na 
gojišču 4, saj so bile izgube v primerjavi z ostalimi gojišči velike. Zaradi okužbe s plesnijo 
smo izgubili 26 (16 %) listnih izsečkov in 8 (5,1 %) zaradi kloroz, kar je skupaj znašalo 
21,1 %. Tudi drugi avtorji (Yantcheva in sod., 1998; Gao in sod., 2017) navajajo različne 
podatke glede uspešnosti razkuževanja in propada rastlinskega materiala v in vitro 
razmerah. Zelo težko se podatke med seboj primerja, ker gre izvorno za zelo različen 
material, ki je tudi različno površinsko in notranje okužen. Notranjih okužb, predvsem 
okužb v prevodnih sistemih, ne moremo odpraviti z načinom razkuževanja, ki smo ga 
uporabljali. 
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5.1.2 Regeneracija nodijskih izsečkov na gojišču 1 in 2 
 
V poskusu regeneracije smo za gojišče 1 izbrali koncentracijo 3 mg/l BAP in 0,5 mg/l 
NAA in pridobili 62 poganjkov, kar predstavlja 38,7 % uspešnost regeneracije. Za gojišče 
2 smo izbrali koncentracijo 3 mg/l BAP in 1 mg/l NAA in dobili 70 novih poganjkov, kar 
je znašalo 45 %. Glede na podatke iz poskusa, ki je potekal eno leto prej, smo prišli do 
zaključka, da listni izsečki gorenjskega nageljna na gojišču s kombinacijo hormonov BAP 
(3 mg/l) in NAA (0,5 oziroma 1 mg/l) niso bili odzivni. Zato smo omenjene koncentracije 
rastlinskih hormonov uporabili za nodijske izsečke in izkazalo se je, da so bili ti na 
omenjenem gojišču zelo regenerativni. Avtorja Kantia in Kothari (2002) navajata za 
kitajski nagelj 85 % uspešnost regeneracije listnih izsečkov na gojišču s 3 mg/l BAP in 0,5 
mg/l NAA ter 87 % uspešnosti na gojišču s 3 mg/l BAP in 1 mg/l NAA. Za gorenjski 
nagelj smo v našem poskusu na gojišču 1 z nodijskimi izsečki na enaki koncentracji, kot 
navajata avtorja dobili 28,4 % odzivnost, kar je za 56,6 % slabše v primerjavi z navedenim 
člankom, ki navaja podatke regeneracije listnih izsečkov. Na gojišču 2 smo dobili z 
nodijskimi izsečki 35 % regeneracijo, kar je 52 % slabše od rezultatov navedenega članka 
z listnimi izsečki. 
 
5.1.3 Regeneracija listnih izsečkov na gojišču 3 in 4 
 
Za gojišče 3 smo izbrali hormon BAP v koncentraciji 2,5 mg/l in za gojišče 4 hormon BAP 
5,0 mg/l. Rezultati so bili pričakovani, saj se možnost za regeneracijo brez prisotne majhne 
koncentracije enega avksina bistveno zmanjša. Eno leto prej se je velik odstetek listnih 
izsečkov v kombinaciji z 0,05 mg/l NAA vitrificiral. Zato smo avksine v gojiščih za 
regeneracijo listnih izsečkov izpustili. Na gojišču 4 tekom poskusa ni bilo zaznanega 
zametka ali poganjka, le na gojišču 3 sta se v prvih 15 dneh formirala dva poganjka, kar 
predstavlja le 1 % uspešnosti regeneracije. Avtorja Kantia in Kothari (2002) navajata 87 
%, regeneracijo listnih izsečkov kitajskega nageljna (Dianthus chinensis L.) pri 
koncentraciji 3 mg /l BAP in 1 mg /l NAA ter 85 % regeneracijo pri 3 mg/l BAP in 0,5 
mg/l NAA. Predvidevamo, da tako velika odstopanja v regeneraciji enakih izsečkov 
verjetno izvirajo v uporabi različnih botaničnih vrst nageljna. Lahko pa na neodzivnost 
listnih izsečkov vplivajo virusne okužbe, ki so prisotne pri gorenjskem nageljnu in pri 
regeneraciji nodijskih izsečkov, meristemske celice niso okužene ali v manjši meri.  
 
5.1.4 Koreninjenje na gojišču 5 s 5 mg/l IBA 
 
Vitalne poganjke smo subkultivirali na gojišče za koreninjenje 5 s 5 mg/l IBA. Na tem 
gojišču je 48 poganjkov (39 %) propadlo in pri 37 % se je na bazi poganjka pojavil kalus 
kot vmesna faze in nato šele korenine, ki so bile majhne, puhaste, krhke in maloštevilne ter 
se razraščale po površini gojišča. Poganjkov, ki so direktno oblikovali korenine, brez 
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kalusa na bazi je bilo 24 %. Tudi te korenine so bile majhne in tanke ter maloštevilne. 
Ugotovili smo, da je koncentracija 5 mg/l hormona IBA negativno vplivala na razvoj 
korenin gorenjskega nageljna. Avtorja Kantia in Kothari (2002) navajata, da je 
koncentracija 0,05 mg/l IAA najbolj optimalna za rast in koreninjenje kitajskega nageljna, 
kar se v našem primeru v preliminarnem poskusu eno leto prej ni izkazalo, kot najboljša 
rešitev za koreninjenje. 
 
5.1.5 Koreninjenje na gojišču 6 z 2,5 mg/l IAA 
 
Zaradi slabih rezultatov koreninjenja na gojišče 5 s 5 mg/l IBA smo se odločili, da 
poskušamo izboljšati koreninjenje poganjkov na gojišču 6 z 2,5 mg/l IAA. Korenine so 
nastale na 27 poganjkih oziroma uspešnost koreninjenja je bila 55 %. Korenine so bile 
velike, bele, puhaste in lepo so se vraščale v gojišče ter pojavile so se mnogo prej kot na 
gojišču 5. Poganjki so se povečali in nastali so novi listi. Izbrana koncentracija osnovnega 
MS gojišča (Murashige in Skoog, 1962) in hormona IAA je pozitivno vplivata na razvoj in 
nastanek korenin gorenjskega nageljna v primerjavi z gojiščem 5 s 5 mg/l IBA.  
 
5.2 SKLEPI 
 
Dikloroizocianurna kislina (2 %) je uspešno površinsko razkužila izsečke, saj je bilo 
okuženih samo 17,6 % nodijskih izsečkov. 
 
Na gojišču 1 je propadlo za 6,3 % več nodijskih izsečkov v primerjavi z gojiščem 2. 
 
Na gojišču 1 je bilo odzivnih 38,7 % nodijskih izsečkov in na gojišču 2 je bila odzivnost 
uspešnejša za 6,3 %, skupno torej 45 %.  
 
Listni izsečki so bili v primerjavi z nodijskimi izsečki zelo slabo odzivni, saj smo samo na 
gojišču 3 dobili 1 % regeneracijo. 
 
Na gojišču za korenjinje 5 s 5 mg/l IBA je 37 % poganjkov oblikovalo najprej kalus in 
nato korenine in 24 % poganjkov je direktno oblikovalo korenine, ki pa so bile majhne, 
puhaste, krhke in maloštevilne ter so se razraščale po površini gojišča. 
 
Gojišče 6 z 2,5 mg/ IAA se je izkazalo primernejše za koreninjenje, saj je 55 % poganjkov 
oblikovalo direktno korenine, ki so bile velike, močne in se lepo vraščale v gojišče. Ti 
poganjki bi bili primerni za naslednjo fazo mikropropagacije aklimatizacijo.  
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6 POVZETEK 
 
V in vitro poskus je bilo vključenih 6 rastlin gorenjskega nageljna (Diatnhus sp.) 
pridobljene iz cvetličarne Mt Cvek v Kranju. Te smo shranili v temen in hladen prostor do 
naslednjega dne, ko smo iz poganjkov pripravili nodijske in listne izsečke, jih površinsko 
razkužili in inokulirali na osnovno MS gojišče (Murashige in Skoog, 1962) z dodatkom 
BAP in NAA v različnih koncentracijah.  
 
Tako nodijske kot listne izsečke smo, pred inokulacijo na gojišče, v brezprašni komori 
razkužili z 2 % dikloroizocianurno kislino z dodatkom močila Tween 20, za boljšo 
oprijemljivost razkužila na rastlinski material. Po razkuževanju smo izsečke 3-krat sprali z 
avtoklavirano destilirano vodo in jih inokulirali na osnovno MS gojišče (Murashige in 
Skoog, 1962) z dodatki hormonov za regeneracijo. Gojišče 1 je vsebovalo poleg osnovnega 
MS gojišča še 3 mg/l BAP in 0,5 mg/l NAA ter v gojišče 2 smo dodali 3 mg/l BAP in 1 
mg/l NAA. Na ti dve gojišči smo inokulirali nodijske izsečke s prisotnim meristemom. Na 
gojišče 3 s 2,5 mg/l BAP in gojišče 4 z 5 mg/l BAP smo inokulirali listne izsečke. Vse 
izsečke smo gojili v rastni komori pri 23 ± 1 °C, fotoperiodi 16/8 ur svetloba/tema in 
intenziteti svetlobe 40 µmol m-2 s-1.  
 
Opravili smo 3 bonitiranja regeneracije izsečkov in prav tako 3 subkultivacije vitalnih 
poganjkov na gojišče za koreninjenje. Na gojišču 1 je bila regeneracija 38,7 % in na 
gojišču 2 je bila za 6,3 % boljša (45 %). Na gojišču 1 smo zaradi okužbe izgubili 13,1 % 
izsečkov in poganjkov ter na gojišču 2 je bilo okuženih samo 7,7 % izsečkov in poganjkov. 
Na gojišču za koreninjenje z oznako 5 je 24 % poganjkov oblikovalo korenine, ki so bile 
kratke, puhaste in lomljive ter se razraščale po površini gojišča. Z namenom izboljšati fazo 
koreninjenja smo 135 poganjkov subkultivirali na gojišče za koreninjenje z oznako 6 in kar 
45,8 % poganjkov je oblikovalo korenine, ki so bile v primerjavi z nastalimi na gojišču 5, 
večje in močnejše ter so se lepo vraščale v gojišče. Koreninjeni poganjki na gojišču 6 so 
bili vitalni z močnim koreninskim sistemom. Taki poganjki so primerni za aklimatizacijo. 
Uspelo nam je s pomočjo in vitro kulture pridobiti vitalne poganjke, primerne za 
aklimatizacijo in optimizirati postopek mikropropagacije s katerim bi v prihodnje lahko 
pridobivali brezvirusne sadike gorenjskega nageljna. 
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